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論文内容の要　旨
【目　的】
溺死の証明は通常、人臓器に残されるプランクトンを検出することで行われる。しかしながら
従来の検査法である壊機法では、ガラス質の殻を持っ珪藻類しか検出できない。また近年、琵琶湖
において発見された微小なプランクトン（ピコプランクトン、大きさ約1〟mの単細胞性ラン藻、
純粋培養した培地の色からBrown株・Green株・Pink株と名付けられている）は顕微鏡を用いた
形態検査では他のバクテリアと区別できずプランクトン検査には利用できない。そこで本研究では、
人臓器から特異的にピコプランクトン遺伝子を増幅することで溺死の証明を行う方法について検討
した。
さらに各株の塩基配列を基に分子系統学的分類を行い、各株の遺伝的関係についても考察した。
【方　法】
16SリボソームDNA（以下rDNA）の2次構造は生物において類似しており、その塩基配列も大
部分が進化の過程において保存されている。しかし原核生物の核及び真核生物の核外遺伝子（ミ
トコンドリア・葉緑体）では　9箇所の変異領域があり、生物進化の研究や識別に利用されている。
16S rDNAの塩基配列の差を用いたPCR法による識別を目標に我々が塩基配列を決定したピコプ
ランクトンの16S rDNAの変異領域からプライマーを作成した。さらに純粋培養した3種類のピコ
プランクトンを含む8種類のラン藻，スタウラスツルム（緑藻），メロシラ（珪藻），バイカル湖のバク
テリア及び人血液・組織に対するプライマーの特異性を調べた。また人の肺とピコプランクトンを
ホモジナイズした後の検出限界のピコプランクトンDNA量及びホルマリン固定・凍結保存溺死体
の各臓器のPCR生成物の有無の検討を行った。
次にインターネットを利用したDNAデークーベースから近縁の生物を検索し、16S rDNAを遺
伝子マーカーとした分子生物学的系統分類を行った。信頼性を高めるため、アルゴリズムの異なっ
た3種類の系統樹を作成し、ラン藻内における琵琶湖のピコプランクトンの位置づけ及びピコプラ
ンクトン3株の系統学的分類について考察した。
【結　果】
ピコプランクトンのプライマーは3種類のピコプランクトンにのみ特異的に増幅を認めた。ピコ
プランクトンの検出限界のDNA量はBrown株，Green株は10pg、Pink株は100pgであった。ピ
コプランクトンと人臓器を混合した場合、ピコプランクトンの検出限界のDNA量は10ngであった
が、DNA抽出前に臓器とプランクトンの遠心分離を行い、人DNAの混入を最小限に抑えること
で検出感度は約100倍増加した。また琵琶湖下流域で発見された溺死体のホルマリン固定の臓器か
らPCR生成物が増幅され、溺死の証明が可能であった。
琵琶湖のピコプランクトン16S rDNAの塩基配列は大西洋・太平洋のピコプランクトン及びク
ロロフィル　bを含むプロクロロコカッスと極めて類似し、主だったラン藻とは別のの系統である
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Fことが認められた。地理的に閉ざされた琵琶湖の淡水性ピコプランクトンが海洋性のピコプランク
トン及びプロクロロコカッスと近縁な関係にあることは、ピコプランクトンの遍在生及び普遍性を
調べる上で興味深い知見である。なお琵琶湖のピコプランクトンのうちBrown株とGreen株は近縁
な関係であり、Pink株は系統樹において他の2株より初期の段階で分岐していた。
【考　察】
微生物の同定には細胞形態や培養生理学的性状等の表現型に基づいて従来行われてきたが、系統
遺伝学が導入され系統進化に反映した分類が行われるようになった。本研究に用いた16S rDNAは
生物進化や識別に利用されている分子系統マーカーであり、種や属レベルを反映したプライマーを
用いる　multiplePCRを行うことにより、溺死場所の推定は可能であると考える。
琵琶湖のピコプランクトンは集光色素の違いからフイコエリスリンのBrown株・Pink株とフイ
コシアニンのGreen株に分類されるが、今回の16S rDNAに基づく系統樹ではPink株とBrown株
の系統的距離よりBrown株とGreen株の系統的距離の方が近いことが明かとなった。進化的に高等
な生物に認められるクロロフィル　bを保有するプロクロロコカッスが系統遺伝学的分類では、ラ
ン藻の範時に含まることから、集光色素の違いが進化系統に必ずしも反映していないことが既に報
告されている。今回の分子系統マーカーである16S rDNAの解析においても琵琶湖のピコプランク
トンは、集光色素が異なったBrown株とGreen株が近縁であることが判明した。
【結　論】
1）　従来のプランクトン検査では検出できない琵琶湖のピコプランクトンの遺伝子を人臓器から
特異的に増幅することで分子生物学的な溺死の診断が可能となった。
2）　琵琶湖のピコプランクトンが海洋性のピコプランクトン・プロクロコカッスと近縁な関係に
あることが示された。16S rDNAに基づく系統樹ではPink株は他の2株より初期の段階で分
岐しており、集光色素が異なったBrown株とGreen株が近縁な関係であることが明かとなっ
た。
論文審査の結果の要旨
本研究は、琵琶湖にのみ生息が確認され、大増殖が報告されている3種類の微小なプランクトン
（ピコプランクトン、単細胞性ラン藻、シネココッカス属）の系統学的分類とそれらの法医診断学
的応用の2編からなっている。ピコプランクトンは、形態学的に分類困難で、集光色素であるフイ
コエリスリンやフイコシアニンの蛍光分光分析法によりBrown株（B棟）・Pink株（P株）・Green
株（G株）に分類されている。
系統学的分類研究では、3種類のピコプランクトンの16S rDNA塩基配列を決定し、それらとイ
ンターネットを用いてGene Bankから得られたラン藻の16S rDNA塩基配列をアルゴリズムの異
なる近隣接合法・最大節約法・最尤法の3種類を用いて比較し系統樹の作成を試みている。これら
の結果から、琵琶湖のピコプランクトンの遺伝的関係につき①大西洋・太平洋のピコプランクトン
やプロクロロコカッスと近縁関係にあること、（診主だったラン藻とは別の系統であること、③集光
色素が異なるB棟とG株が近縁でP株は初期の段階で分岐した可能性があることを明らかにしてい
る。
法医診断学的応用研究では、ヒト臓器からピコプランクトンDNAを特異的に検出することで、
溺死の診断を行うべく検討している。ピコプランクトン16S rDNAの第5・第6変異領域をもとに
作成されたプライマーが、PCR法にて、対照に用いられた5種類のラン藻・緑藻・珪藻・バクテ
リア（バイカル湖産）及びヒトのDNAを増幅せず、ピコプランクトンを特異的に増幅することを
兄い出している。さらに、ヒト臓器からのどコプランクトンの検出限界DNA量を検討し、DNA抽
出前の遠心分離処理でヒトDNAの混入を抑えることで、溺死診断に応用できることを確認してい
る。次いで法医実務例に応用し、琵琶湖及び下流の河川で溺死した死体臓器から、PCR法でピコ
プランクトンが検出されたが、琵琶湖に注ぐ川や他県の河川・沼・海での溺死体から検出されなかっ
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たことから、溺死の証明と溺死場所の推定に本研究が応用可能であることも明らかにしてし－、る。
本研究では系統進化や識別に利用されている分子系統マ，カpである16S rDNAを用いて分子生
物学的な溺死の診断法を開発し、琵琶湖に生息しているピコプランクトンの系統解析に重要な情報
を提供したといえる。よって、博士（医学）の学位授与に値するものと認める。
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